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SÝtma VektšrŸ Anopheles sacharovi ve Culex
pipiens (Diptera:Culicidae) TŸrlerinde Organofosfat
Direncine BaÛlÝ Over-produce Esteraz Allel
Tiplerinin Elektroforetik Yšntemle Belirlenmesi*
H. †mit L†LEYAP, Davut ALPTEKÜN, Halil KASAP, MŸlkiye KASAP
‚ukurova †niversitesi TÝp FakŸltesi TÝbbi Biyoloji Anabilim DalÝ, 01330 Adana - T†RKÜYE

Geliß Tarihi: 03.09.1999

…zet : Bu •alÝßmada, ‚ukurova (Adana) bšlgesinde sÝtma vektšrŸ Anopheles sacharovi ile Culex pipiens
tŸrlerine ait organofosfat direncine baÛlÝ over-produce esteraz allel tiplerinin selŸloz asetat
elektroforezi ile belirlenmesi yapÝlmÝßtÝr. An. sacharoviÕye ait bazÝ arazi šrneklerinde, A2 ve A5 allel
bantlarÝ ile birlikte over-produce esteraz ile ilißkisi bilinmeyen ve tanÝmlanamayan bantlar
saptanmÝßtÝr. Culex pipiens šrneklerinde ise over produce esteraz allel tipinin A2-B2 formunda olduÛu
saptanmÝßtÝr.
Anahtar SšzcŸkler: Rezistans, Organofosfat, Culicidae, Over-produce Esteraz, Elektroforez

Determination of Organophosphate Resistance-Dependent Over-produce
Esterase Allel Type with Electrophoresis in the Malaria Vector Species
Anopheles sacharovi and Culex pipiens (Diptera: Culicidae)
Abstract : In this study, over-produce esterase allele types dependent on organophosphate resistance
in mosquitoes were determined by cellulose acetate gel electrophoresis in the human malaria vector
species Anopheles sacharovi and Culex pipiens in ‚ukurova (Adana). We found A2 and A5 allele bands
with some unknown and unidentified gel bands in some An. sacharovi field samples, of which some
bands seemed to match with over-produce esterase. We identified A2-B2 allele types for all the Cx.
pipiens samples collected in this study.
Key Words: Resistance, Organophosphate, Culicidae, Over-produce Esterase, Electrophoresis

* Bu •alÝßma ‚ukurova †niversitesi AraßtÝrma Fonu tarafÝndan Desteklenmiß (TF-98-22) olup araßtÝrmanÝn bir kÝsmÝ
Montpellier, Orstom LÜN (FRANSA )Õde yapÝlmÝßtÝr.
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Giriß
†lke genelinde sÝtma insidansÝnÝn yŸksek olduÛu ‚ukurovaÕda zirai mŸcadele ve halk
saÛlÝÛÝna zararlÝ, vektšr tŸrlerin kimyasal kontrolŸ amacÝyla farklÝ gruplara šzgŸ insektisitler
•ok yoÛun olarak kullanÝlmÝß ve halen de kullanÝlmaya devam etmektedir (1,2,3,4,5).
…rneÛin1995 yÝlÝ i•inde sadece Adana ilinde zirai mŸcadelede kullanÝlan insektisit miktarÝnÝn
yaklaßÝk 1844 ton olduÛu tahmin edilmektedir (6). KullanÝlan farklÝ gruplardan insektisitlere
karßÝ hedef tŸrlerde bu kimyasallara karßÝ farklÝ diren• mekanizmalarÝyla gelißen diren•
problemini de beraberinde getirmektedir. Bu diren• tipleri; a) Ünsektisit alÝmÝnÝn azaltÝlmasÝ, b)
Metabolik kapasiteden (Glutatyon S Transferaz, Genel Esteraz, Oksijenaz ve Spesifik Esterazlar
gibi) kaynaklanan diren•lilik ve c) Hedef bšlge direnci (Altered=Insensitive, AchE=Asetilkolin
Esteraz ve kdr direnci=knock-down resistance) ßeklinde olmaktadÝr. Buna gšre diren•; birbirine
baÛlÝ ve/veya baÛÝmsÝz genler tarafÝndan kodlanan enzim, reseptšr, ligand veya diren•
olußumunda etkili faktšrlerin sadece birinin veya birka•ÝnÝn katÝlÝmÝyla meydana gelebilen
karmaßÝk bir olaydÝr.
Organofosfat direncinde •ok bŸyŸk rolŸ olan esterazlarÝn, Culex tŸrlerinde 3 gen lokusu
tarafÝndan kontrol edildiÛi bulunmußtur (7,8). Bunlar; Esteraz A (Est-3), Esteraz B (Est-2) ve
Esteraz C (AchE)ÕdÝr. Esteraz A ve B lokusuna ait genin ŸrŸnlerinin detoksifikasyonda rol alan
karboksil esterazlarÝn (EC=3.1.1.1) ve diren•le ilgili allel olan over-produce esterazlarÝn
senteziyle ilgili olduÛu bildirilmißtir (9,10). Culex tŸrlerinde yapÝlan •alÝßmalarda Esteraz A i•in
4 farklÝ elektromorf (A1, A2, A4 ve A5) allel (7,8,11), Esteraz B i•in ise 6 farklÝ elektromorf (B1,
B2, B4, B5, B6 ve B7) allel saptanmÝßtÝr. Over-produce Esteraz A allelleri i•in genel bir gšrŸß
bulunmamakla birlikte B lokusundaki allellerin, bu lokustaki yapÝsal genlerin
amplifikasyonundan ileri geldiÛi šne sŸrŸlmektedir (12,13). AchE enzimini kodlayan Ÿ•ŸncŸ
lokus i•in, DŸnyanÝn bir•ok farklÝ bšlgesinde farklÝ organofosfat ve karbamat insektisitlere
duyarsÝz (=insensitive) AchE allelinin varlÝÛÝ bildirilmiß, ancak bu konuda birbirinden baÛÝmsÝz
ka• allelin fonksiyonel olduÛu ise kesin olarak bilinmemektedir (14).
‚alÝßmamÝzda, An. sacharovi ve Cx. pipiens tŸrlerinde organofosfat direncine karßÝ en etkili
mekanizma olan over-produce esteraz enzimine ait allel tiplerinin selŸloz asetat elektroforez
yšntemi ile belirlenmesi ama•lanmÝßtÝr.

Materyal ve Metot
Biyolojik materyal olarak arazi populasyonuna ait 98 adet An. sacharovi ve 86 adet Cx.
pipiens tŸrŸ kan emmemiß dißi sivrisinek kullanÝlmÝßtÝr. Sadece An. sacharovi tŸrŸne ait arazi
šrneklerinin 56 tanesi %5Õlik malathion ve %1Õlik pirimiphos methylÕin letal dozlarÝna karßÝ
hassasiyet testine maruz bÝrakÝlmÝß olup šlenler hassas, hayatta kalanlar ise diren•li olarak
gruplandÝrÝlmÝßtÝr. Buna ilave olarak bu tŸrlerin, Anabilim DalÝmÝz insektaryumunda 1983
yÝlÝndan beri standart koßullarda kolonizasyonu yapÝlan šrnekleri kullanÝlmÝßtÝr (An. sacharovi
i•in 48 adet Cx. pipiens i•in ise 41 adet). AyrÝca referans olarak Montpellier (FRANSA)Õdaki
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DŸnya SaÛlÝk …rgŸtŸ Kolloborasyon ve Vektšr Kontrol Merkezinden saÛlanan Cx. pipensÕin
over-produce esteraz allel tipleri i•in referans ÝrklarÝ olan; B1 alleli i•in TEMR (15), A1 alleli i•in
BARRIOL (16), A5-B5 alleli i•in CYPRUS (17) ve A2-B2 alleli i•in SELAX (18) šrnekleri ile 24 adet
organofosfata diren•li Cx. pipiensÕin KOP strainÕi kullanÝlmÝßtÝr.
YaptÝÛÝmÝz šn araßtÝrma ve denemelerde, selŸloz asetat jel elektroforez sisteminin (HELENA
sistem) •alÝßmamÝz i•in •ok uygun olduÛu belirlenerek, yšntemin Abderrazak ve arkadaßlarÝ (19)
tarafÝndan yapÝlan modifikasyonu kullanÝldÝ. Tris-Maleikasit-EDTA (TME tamponu pH=7.4,
0.1M) tamponunun 1:7 dilusyonu 30 dakika sŸreyle asetat jelinin imbibisyonu (emdirilmesi)
amacÝyla kullanÝldÝ. Elektrot tamponu olarak da dilŸsyonsuz TME tamponundan eßit miktarlarda
koyarak jelin konulduÛu kÝsÝm ile tampon bšlgesi arasÝndaki kšprŸ filtre kaÛÝtlarÝ ile saÛlandÝ.
Her bir šrnek 0.5 mlÕlik ependorf tŸp i•ine 10 mikrolitre LSE (sÝvÝ enzim stabilizatšrŸ)
tamponu konularak homojenize edildi (Bu ißlem esnasÝnda a•ÝÛa •Ýkan ÝsÝnÝn, enzimin
konformasyonel yapÝsÝnÝ ve aktivitesini bozmamasÝ i•in uygulamalar buzlu ortamda yapÝldÝ).
Homojenize edilen šrneklerden 5Õer mikrolitre alÝnarak aplikatšr plaÛÝndaki kuyucuklara
yerleßtirildi. Ümbibisyon sŸresinin sonunda selŸloz asetat jelleri kurutularak šrneklerin jele
aplikasyonu yapÝldÝ. GŸ• kaynaÛÝ ise 200 Volt ve migrasyon sŸresi 23 dk olarak ayarlandÝ.
Elektroforez ißleminin sonunda 40 mg/mlÕde olacak ßekilde, asetonda hazÝrlanan stok esteraz
substratlarÝ olan alfa ve beta naftilasetat substratlarÝnÝn 500Õer mikrolitrelik volŸmleri 10 ml
fosfat tamponu (pH=6,5) i•inde taze olarak hazÝrlandÝ. Jeller bununla 2 dk inkŸbe edildi ve
hemen sonra 10 ml fosfat tamponu i•inde hazÝrlanmÝß Fast Garnett GBC boyasÝ (40 mg/ml) ile
boyandÝ.

Bulgular
Over-produce esteraz enzimine ait; FransaÕdan saÛlanan A2-B2, A5-B5, B1, A1 ve C2 bantlarÝnÝ
veren referans sivrisinek ÝrklarÝ, šrneklerimizde rastlayabileceÛimiz elektromorf allel bantlarÝnÝn
identifikasyonunu yapmak i•in kontrol olarak kullanÝldÝ (Þekil 1).
Hassasiyet testlerine maruz bÝrakÝlmamÝß arazi ve koloniye ait An. sacharovi šrneklerinin
•oÛunda, organofosfat direncine baÛlÝ over-produce A ve B esteraz allellerine rastlanamamÝßtÝr.
Beß arazi šrneÛinde (Þekil 2Õde * ile ißaretli bantlarÝn ait olduÛu 1,4,6,7, 9 noÕlu šrneklerde)
sadece Asetilkolin Esteraz (Est-C) lokusuna ait allel tipi belirlenemeyen elektromorf bantlar, iki
šrnekte (6 ve 9 noÕlu šrneklerde Þekil 2Õde ** ile ißaretli bantlar), buna ilaveten A2 alleli ile aynÝ
elektromorf karakterde olan ince bir bant ve sadece bir šrnekte (4 noÕlu šrnekte)
tanÝmlanamayan bant ile birlikte A5 alleli ile aynÝ elektromorf karakterde olan ince bantlar (Þekil
2Õde ***ile ißaretli bant) saptanmÝßtÝr. Malathion %5 ve Pirimiphos methylÕin %1Õlik letal
dozlarÝna karßÝ hassasiyet testi yapÝlan An. sacharovi šrneklerinin hassas ve diren•li olan
bireylerinin tŸmŸnde ve koloniye ait hi•bir šrnekte over-produce esteraz ile ilgili elektromorf
allel bantlar gšzlenememißtir (Þekil 3).
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Þekil 1.

Cx. pipiensÕe ait A2B2, A5-B5, B1, A1 ve
C2
over-produce
esteraz
allellerinin
selŸloz asetat jel
elektroforezindeki
gšrŸnŸmleri
(Dr.
Fabrice
CHANDRA
PhD,
FRANSA
/Montpellier-OrstomLIN).

Þekil 2.

Over-produce esteraz
i•in An. sacharoviÕde
saptanan bantlar.
* 1,4,6,7 ve 9 nolu
šrneklerde saptanan
tanÝmlanamayan
elektromorf bantlar.
**
6 ve 9 nolu
šrneklerde A2 ile aynÝ
e l e k t r o m o r f
karakterde saptanan
bantlar.
*** 4 nolu šrnekte A5
ile aynÝ elektromorf
karakterde saptanan
bant.

Þekil 3.

An. sacharovi ve Cx.
pipiensÔde
Overproduce
Esteraz
a l l e l l e r i n i n
belirlenmesi
i•in
yapÝlan selŸloz asetat
jel elektroforezi.
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Bšlgemize ait Cx. pipiens šrneklerinin bŸyŸk bir •oÛunluÛunda, over-produce esteraz allel
tipi olarak A2-B2 formunun bulunduÛunu (Þekil 4) ve FransaÕdan saÛladÝÛÝmÝz Cx. pipiens
tŸrŸnŸn KOP strainÕnine ait šrneklerinde ise A2-B2-C2 formunun bulunduÛu saptanmÝßtÝr (Þekil
5).
Þekil 4.

Adana bšlgesine ait Cx.
pipiens šrneklerinde
A2-B2
formundaki
esteraz allel tiplerinin
selŸloz
asetat
jel
elektroforezindeki
gšrŸnŸmŸ.

Þekil 5.

Montpellier orstom/LIN
FRANSAÕdan saÛlanan
Cx.
pipiens
tŸrŸ
sivrisineklerin
organofosfata diren•li
KOP strainÕnine ait
šrneklerinde
saptadÝÛÝmÝz, A2-B2-C2
formundaki
esteraz
allel tipinin selŸloz
asetat
jel
elektroforezindeki
gšrŸnŸmŸ.

TartÝßma ve Sonu•
DŸnya genelinde Anofel tŸrleri ile yapÝlan benzer •alÝßmalarda, Organofosfat direncine baÛlÝ
ender sayÝda Over-produce Esteraz alleline rastlanmÝßtÝr (20). Bu nedenle bšlgemizde sÝtma
vektšrŸ olan An. sacharovi tŸrŸnde de over-produce esteraz alleline rastlanmamasÝ sŸrpriz
deÛildir. Burada "over-produce", diren• genlerinin expresyonuÕnun fazla olduÛu anlamÝnda
kullanÝlmaktadÝr (18). ‚ŸnkŸ expresyon; ilgili genin kopya sayÝsÝ, penetransÝ ve bunlarÝn
kontrolŸ sonucunda ortaya •ÝkmaktadÝr. Bu nedenle An. sacharovi tŸrŸnde over-produce
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esteraz allellerine rastlamamÝß olmamÝz bu genin olmadÝÛÝ veya yeterli kopyasÝnÝn genomda
bulunmadÝÛÝ veya penetransÝnÝn yeterli olmadÝÛÝ anlamÝna gelebileceÛi gibi bu diren• tipine
alternatif farklÝ metabolik yollarÝn (karboksilesteraz, fosfotriesteraz, asetilkolinesteraz,
glutatyon baÛÝmlÝ transferazlar ve karÝßÝk fonksiyonlu oksidazlarÝn) etkisinden veya
seleksiyonundan dolayÝ ilgili genin expresyonu baskÝlanmÝß olarak da yorumlanabilir. Ancak bu
konuda kesin bir ßeyler sšyleyebilmek i•in Culex tŸrlerinde over-produce esteraz i•in yapÝlan
allel spesifik oligonŸkleotid (ASO) ve benzeri molekŸler uygulamalarÝn An. sacharoviÕde de
uygulanmasÝndan sonra mŸmkŸn olabileceÛini dŸßŸnmekteyiz (21,22,23).
Arazi populasyonuna ait olup da hassasiyet testine maruz bÝrakÝlmÝß An. sacharovi
šrnekleriyle yaptÝÛÝmÝz denemelerde, over-produce ile ilgili allel bantlarÝna rastlamamÝß
olmamÝz, daha šnce belirtildiÛi gibi (7) testten sonra šrneklerdeki esteraz enzimlerinin
insektisitle baÛlanmÝß olmasÝ nedeni ile olabilir. Nitekim hassasiyet testi yapÝlmamÝß arazi
šrneklerinin bazÝlarÝnda (1,4,6,7 ve 9 noÕlu šrneklerde) saptanan, elektromorf bantlarÝn (* ile
ißaretli bantlarÝn) over-produce esteraz ile ilißkili olduÛu belirlenememiß olmakla birlikte
insektisit muamelesinin genelde esteraz enzimlerini blokladÝÛÝ ßeklindeki ßŸphemizi de
doÛrulamaktadÝr. AyrÝca, An. sacharoviÕye ait bazÝ arazi šrneklerinde saptadÝÛÝmÝz
tanÝmlanamamÝß bantlarÝn, over-produce esteraz ile ilißkili olabileceÛi konusu henŸz kesinlik
kazanmamÝßtÝr. ‚ŸnkŸ, bu tŸr i•in elimizde herhangi bir organofosfat insektisitine karßÝ
seleksiyon sonucu elde edilmiß genotipi bilinen hassas ve diren•li referans sußu
bulunmamaktadÝr. Bu nedenle hassasiyet test sonucuna dayalÝ hassas ve diren•li
tanÝmlamalarÝnÝn ilgili geni heterozigot olarak taßÝyan bireylerin populasyondaki daÛÝlÝmÝna baÛlÝ
olarak bazen diren•li bazen de hassas gibi davranmasÝndan kaynaklanan bazÝ sakÝncalarÝ
bulunmaktadÝr. AyrÝca iki šrnekte (6 ve 9 nolu šrneklerde) A2 ile ve bir šrnekte (4 noÕlu) ise A5
ile aynÝ elektromorf karakterde bantlar elde edilmesi bunlarÝn tanÝmlanamayan bantlarla birlikte
co-amplifikasyonunu dŸßŸndŸrmekle birlikte daha kesinlik kazanmasÝ i•in, seleksiyonu yapÝlmÝß
referans šrneklerle yapÝlacak populasyon genetiÛi •alÝßmalarÝnÝn allel tip tayiniyle birlikte daha
fazla bilgi vereceÛini dŸßŸnmekteyiz
TŸm Akdeniz Ÿlkelerindeki Cx. pipiens populasyonlarÝnda yaygÝn olarak A2-B2 allellerine
rastlanmaktadÝr. Bu durumu a•Ýklayan iki gšrŸß vardÝr. Birincisi; šnce allel gen amplifikasyonu
meydana gelmiß, daha sonra da organofosfat direnci aracÝlÝÛÝyla allelin •ok geniß bir alana
yayÝldÝÛÝ bi•imindedir. Ükincisi ise šncelikle amplifiye olmamÝß allellerin gš• ettiÛi daha sonra
bunlarÝn birbirinden baÛÝmsÝz olarak organofosfat kullanÝlan •ok deÛißik bšlgelere yayÝlmÝß
olmasÝdÝr (10,21,22). Cx. pipiens tŸrŸnde •alÝßmamÝzda bulduÛumuz allel formunun, A2-B2
yapÝsÝnda olmasÝ iki senaryo ile a•Ýklanmaya •alÝßÝlan gšrŸßler ile de uyum i•indedir (17,21).
Ancak, bu gšrŸßlerden hangisinin bulgularÝmÝza daha uygun olduÛunun saptanmasÝ i•in, esteraz
allelleri i•in allel tipi benzerlik gšsteren farklÝ coÛrafyadaki Ÿlkelere ait aynÝ tŸrlerdeki
akrabalÝÛÝn saptanmasÝ/saptanamamasÝ amacÝyla tŸm genoma ve over-produce esteraz
lokuslarÝna yšnelik RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism) tekniÛine dayalÝ
molekŸler •alÝßmalarÝn yapÝlmasÝna ihtiya• vardÝr.
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